急性B淋巴细胞白血病（B-cell acute lymphoblastic leukemia，B-ALL）是一种由B淋巴细胞在血液或骨髓中异常增殖引起的恶性血液疾病，是急性淋巴细胞白血病最常见的类型；主要发生在儿童，成人中相对少见[@b1]--[@b2]。目前，公认急性淋巴细胞白血病是由多基因参与，并形成复杂网络共同作用的结果[@b3]，其中microRNA（miRNA）[@b4]--[@b6]、长链非编码RNA[@b7]（long non-coding RNA，lncRNA）和转录因子（transcription factor，TF）对基因表达的调控，是其复杂网络中的重要组成部分。miRNA芯片及其相关生物信息学的发展，为我们从综合调控网络方面去分析B-ALL发病机制提供基础。因此，在本研究中我们运用生物信息学方法，以差异miRNA为切入点，综合分析差异miRNA和靶基因、lncRNA、TF的调控关系，并以此构建和分析以差异miRNA为中心综合调控网络。从系统水平揭示在B-ALL发生发展中起核心作用的分子，为B-ALL诊断和治疗提供了理论依据和新的生物靶标。

对象与方法 {#s1}
==========

一、数据

从GEO数据库（<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/>）中下载miRNA表达芯片数据集（GSE51908），该数据集由美国马里兰大学巴尔的摩分校基因组科学研究所Civin CI提交。此数据集包括了29份B-ALL样本，11份健康对照样本。为了控制B-ALL组与健康对照组样本的一致性，不同血液来源的样本保留外周血的，同一样本两次检测保留表达偏差小的。最终用13份B-ALL样本、10份健康对照样本进行差异miRNA分析。

二、方法

1．数据处理及差异miRNA分析：利用Qlucore Omics Explorer 3.0软件，先对数据信息进行标准化处理（平均数为0，标准差为1），再对数据进行三维主成分分析（Perncipal Component Analysis，PCA）图像转化；然后采用两组样本*t*检验方法筛选差异表达miRNA，其筛选条件:≥2 fold change，*P*≤8.4e-7，*Q*≤5.1832e-5；并做相应的聚类热图。

2．miRNA与靶基因的调控分析：MiRTarBas [@b8]（<http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/>）是专门收录已有文献发表实验证明miRNA与基因的靶向关系的数据库；靶基因分为强证据（实验Q，主要为Luciferase reporter assay、GFP reporter assay等报告实验证明）、弱证据（实验R，主要是qRT-PCR、Western blot、HITS-CLIP、PAR-CLIP及Microarray等其他实验证明）。数据库StarBase[@b9]是通过CLIP-Seq实验数据、mRNA降解组测序数据以及整合TargetScan、MiRanda、PITA、PicTar、RNA22五个流行的预测软件预测数据支持的miRNA靶基因数据库；预测靶基因（预测）取≥4种预测软件交集的结果。此次研究miRNA靶基因是采用实验证明与综合预测的组合分析：根据有预测靶基因，则按实验Q∪（预测∩实验R），反之则实验R∪实验Q筛选；去除冗余的，得到最终的差异miRNA靶基因结果。

3．miRNA与lncRNA的调控分析：StarBase v2.0[@b10]（<http://starbase.sysu.edu.cn/>）是以37项独立研究产生的108组CLIP-Seq(HITS-CLIP、PAP-CLIP、iCLIP、CLASH）数据，从而集中系统地鉴定RNA-RNA相互作用网络。从starBase v2.0中下载miRNA与lnRNA的相互作用关系表，从中得到差异miRNA与lncRNA调控数据。

4．miRNA与TF的调控分析：ChIPBase[@b11]（<http://deepbase.sysu.edu.cn/chipbase/>）是通过分析高通量ChIP-Seq实验数据得到数以万计的转录因子结合位点（TFBS），鉴定了TF与miRNA调控关系。按TFBS结合范围为编码miRNA基因启动子上游5 kb区和下游1 kb区域，从CHIPBase数据库下载miRNA与TF调控关系，从中选出差异miRNA与TF的调控数据。

5．以miRNA为中心的综合调控网络构建：Cytoscape 3.1.1[@b12]（<http://www.cytoscape.org/>）是开源的网络可视化和分析软件，可依据分子间相互作用数据构建为可视化的网络。利用Cytoscape软件将上述得到差异miRNA与靶基因，TF和lncRNA调控数据，构建可视化的以差异miRNA为中心综合调控网络。

6．综合调控网络的核心靶标分析：连接度（degree）是指网络中与该节点相连的边数。少部分连接边数较多的节点为核心节点（hub node）；大部分连接边数很少的节点则是非核心节点。在调控网络中，核心节点非常重要，在生物系统中通常起着关键的作用，成为研究重点。本研究，由于是以miRNA为中心的综合调控网络，所以定义节点（Gene、lncRNA、TF）连接miRNA的边数≥5为核心靶标。

7．miRNA靶基因的生物学通路分析：生物学信息注释数据库（the database for annotation，visualization and integrated discovery，DAVID，<http://david.niaid.nih.gov>）[@b13]为大规模的基因提供系统综合的生物功能注释信息，能找出最显著富集的生物学注释。本研究将miRNA的靶基因上传至DAVID在线软件，选择DAVID中基因功能注释，对miRNA靶基因进行了生物学通路分析。

结果 {#s2}
====

1．差异表达miRNA分析结果：从GSE51908数据集中筛选出13个差异miRNA探针，其中5个表达上调，8个表达下调；其PCA图（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）所示，每个点代表一个样本，其中点与点的距离代表着样本之间的差异。其聚类分析如[图2](#figure2){ref-type="fig"}。根据差异miRNA探针所对应miRNA的情况表（[表1](#t01){ref-type="table"}）可知，共有15个差异表达miRNA，其中7个表达上调，8个表达下调。

![差异miRNA探针的三维主成分分析（PCA）图](cjh-37-07-585-g001){#figure1}

![差异miRNA探针的聚类分析热图](cjh-37-07-585-g002){#figure2}

###### 差异miRNA探针号对应miRNA情况表

  miRNA探针号         miRNA名称        表达差异情况   序列
  ------------------- ---------------- -------------- ------------------------------
  hsa-miR-126-st      hsa-miR-126      上调           UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG
  hsa-miR-130a-st     hsa-miR-130a     上调           CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU
  hsa-miR-181a-st     hsa-miR-181a-1   上调           AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU
                      hsa-miR-181a-2   上调           AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU
  hsa-miR-181b-st     hsa-miR-181b-1   上调           AACAUUCAUUGCUGUCGGUGGGU
                      hsa-miR-181b-2   上调           AACAUUCAUUGCUGUCGGUGGGU
  hsa-miR-181c-st     hsa-miR-181c     上调           AACAUUCAACCUGUCGGUGAGU
  hsa-miR-138-st      hsa-miR-138-1    下调           AGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCG
                      hsa-miR-138-2    下调           AGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCG
  hsa-miR-29a-st      hsa-miR-29a      下调           UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
  hsa-miR-339-3p-st   hsa-miR-339-3p   下调           UGAGCGCCUCGACGACAGAGCCG
  hsa-miR-342-3p-st   hsa-miR-342      下调           UCUCACACAGAAAUCGCACCCGU
  hsa-miR-342-5p-st   hsa-miR-342      下调           AGGGGUGCUAUCUGUGAUUGA
  hsa-miR-486-3p-st   hsa-miR-486-3p   下调           CGGGGCAGCUCAGUACAGGAU
  hsa-miR-663-st      hsa-miR-663      下调           AGGCGGGGCGCCGCGGGACCGC
  hsa-miR-768-3p-st   hsa-miR-768-3p   下调           UCACAAUGCUGACACUCAAACUGCUGAC

2．差异miRNA为中心的综合调控网络：根据以差异miRNA为中心的综合调控网络图（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）可知，hsa-miR-126和hsa-miR-486-3p调控大量的靶基因，其中hsa-miR-126的靶基因包括MYC基因。hsa-miR-29a、hsa-miR-130a和hsa-miR-181c调控大量的lncRNA，包括XIST。Hsa-miR-181a-2、hsa-miR-181b-2和hsa-miR-663调控大量的TF，包括CDX2、YY1等。

![以差异miRNA为中心的综合调控网络图\
图中红色八边形代表miRNA，绿色圆形代表Gene，蓝色正方形代表lncRNA，棕色V形代表TF。图中11个大八边形为CDX2连接的差异miRNA；其中5个名称为深蓝色的miRNA为XIST连接的差异miRNA。图中形状大于同类的节点核心靶标分别为MYC、XIST、CDX2](cjh-37-07-585-g003){#figure3}

由核心靶标情况表（[表2](#t02){ref-type="table"}）可知，分析到20个核心靶标：只有1个是lncRNA为XIST，剩下的19个为TF。最特殊是作为转录因子CDX2的节点，其连接度为11，即连接11个差异miRNA，包括了hsa-miR-181c。而作为靶基因CDX2节点时只连接到hsa-miR-181c。核心靶标中仅有lncRNA XIST，其连接度为5，即连接5个差异miRNA，包括了hsa-miR-29a、hsa-miR-181c和hsa-miR-126。

###### 急性B淋巴细胞白血病差异microRNA的核心靶标情况表

  核心靶标   连接度   类型（TF/lncR/Gene）
  ---------- -------- ----------------------
  CDX2       11       TF
  HNF4A      10       TF
  GATA6      7        TF
  HEY1       7        TF
  TCF7L2     7        TF
  USF-1      6        TF
  NF-κB      6        TF
  NRSF       6        TF
  p300       6        TF
  XIST       5        lncR
  PU.1       5        TF
  TAF1       5        TF
  YY1        5        TF
  c-MYC      5        TF
  E2F6       5        TF
  MYC        5        TF
  BAF155     5        TF
  HA-E2F1    5        TF
  Ini1       5        TF
  STAT1      5        TF

3．hsa-miR-126靶基因的通路分析结果：hsa-miR-126靶基因的生物学通路分析结果显示，其靶基因富集在Wnt通路、结直肠癌和肿瘤通路。其中，Wnt/β-catenin通路差异有统计学意义（*P*\< 0.05），而且富集4个靶基因包括MYC基因。

讨论 {#s3}
====

公认B-ALL发生发展是由多基因参与并形成复杂的作用网络共同调控的结果，其中miRNA、lncRNA和TF对基因表达的调控是其复杂网络中的重要组成部分。本研究构建及分析差异miRNA综合调控网络，发现hsa-miR-126调控大量的靶基因包括MYC基因；hsa-miR-29a调控大量的lncR包括XIST; hsa-miR-181a-2和hsa-miR-181b-2调控大量的TF包括CDX2、YY1等；得到20个核心靶标，其中1个为lncR XIST，剩余19个为TF，包括了PU.1、YY1、p300、NF-κB和CDX2等。我们认为这些核心分子在B-ALL发生发展中起重要的作用。

在正常造血分化中，造血细胞定向分化成不同系细胞是由特定组合TF的不同表达所决定的[@b14]。这与网络分析得到核心靶标大部分为TF是相符的。在核心靶标中转录因子PU.1，Iwasaki等[@b15]和Staber等[@b16]研究发现它对造血干细胞的自我更新和血细胞的生成均起到非常重要的作用。转录因子PU.1在造血干细胞选择向淋巴系的细胞谱系发育过程也起着重要作用，PU.1表达缺失可同时导致造血干细胞向淋巴系和髓系前体细胞分化障碍[@b17]--[@b18]。PU.1表达紊乱可使血细胞发育受阻并引发人类急性白血病。这些有关PU.1的研究结果与我们分析认为核心靶标在B-ALL的发生发展起到重要作用是相符合的。

表观遗传主要指DNA和组蛋白化学修饰，包括乙酰化、甲基化、磷酸化和泛素化等修饰对基因表达、DNA复制和修复的调控。Rb蛋白通过调节E2F转录因子家族，来调控细胞周期的G~1~/S期。p300对G~1~/S期有两种调节作用，p300与Rb结合抑制了CDK6介导的Rb磷酸化，从而低磷酸化的Rb可结合转录因子E2F，抑制E2F对相关靶基因的转录，从而抑制细胞从G~1~期进入S期，使细胞停留在G~1~期。G~1~后期，p300参与了Rb的磷酸化，pRb不能与E2F相互作用，使得E2F游离激活S期所需要的基因。另外，p300/CBP作为辅助激活因子，被YY1募集到靶启动子，通过组蛋白乙酰化作用使染色质变得更加松散，刺激转录因子与启动子结合。p300、YY1、E2F家族均在分析得到的核心靶标内，与分析结果是符合的。

由调控网络可知，核心靶标CDX2连接到11个差异miRNA，是最为核心靶标。Scholl等[@b19]和Rice等[@b20]研究发现，CDX2若异常表达，会引起HOX基因家族表达紊乱，使造血祖细胞恶性增殖，导致急性白血病发生。而且Riedt等[@b21]和Thoene等[@b22]的研究结果显示，CDX2表达水平与儿童和成人ALL中CDX2预后不良有关。网络分析发现：CDX2转录因子调控hsa-miR-181家族，CDX2基因作为hsa-miR-181c靶基因，因此hsa-miR-181与CDX2之间是反馈调控方式。在肿瘤研究中发现，CDX2与Wnt通路密切相关。Ji等[@b23]研究发现，NLK (NEMO-Like Kinase）基因是miR181家族靶基因而且负调控Wnt通路。因此认为：hsa-miR-181与CDX2相互调节，且通过NLK分子介导对Wnt通路的调控，进而影响到B细胞增殖和凋亡。另外分析可知，MYC基因是hsa-miR-126靶基因，还是Wnt通路下游靶基因。综合以上认为：hsa-miR-181家族通过CDX2调控NLK基因和hsa-miR-126，从而调控Wnt通路及其下游靶基因参与了B-ALL的发生发展。

越来越多的研究表明，几乎在造血的每个阶段发展（包括髓细胞、淋巴细胞和红细胞的分化）都有lncRNA调控，那么异常表达的lncRNA可能会阻止血细胞分化，从而导致不同的血液病。Yildirim等[@b24]研究发现，XIST缺失会导致X染色体再激活（X-reactivation），诱导X连锁基因（X-linked gene）异常表达，包括了低表达造血调控因子如FLT3和c-kit。网络分析可知，hsa-miR-29a负调控核心靶标中XIST。Jeon等[@b25]研究发现，YY1通过特异性结合位点与XIST结合，促进XIST结合到X染色体上，使该X染色体失活。Wang等[@b26]在横纹肌肉瘤样本中，发现高表达的YY1和NF-κB抑制miR-29的表达，促进肿瘤细胞生长，抑制其分化，加速了横纹肌肉瘤的发生发展。因此认为：hsa-miR-29a通过NF-κB、YY1相互作用调控XIST对X染色体失活的调控，从而影响X-linked基因异常表达，参与B-ALL的发生发展。

综上所述：hsa-miR-126、hsa-miR-29a和hsa-miR-181家族是B-ALL的核心差异miRNA，及其CDX2，XIST和MYC基因在B-ALL的发生发展过程中起到重要的作用，可能为潜在的治疗靶点。本研究我们利用miRNA芯片筛选差异miRNA，综合分析出差异miRNA与靶基因、lncRNA和TF的调控模块；以此构建和分析差异miRNA的综合调控网络。综合调控网络根本在于差异miRNA相关的调控数据，而这受限于数据库的存储量，使得这调控关系有一定的滞后性。由于生命系统的复杂性，疾病发生与基因并不是单一的对应关系，二者之间的复杂关系无法由某单个基因的变化来解释。细胞完成生理活动过程是需要基因、RNA和很多种蛋白等分子参与信号传导、代谢等通路实现的。综合调控网络分析方法，可从整体调控网络上，系统水平去分析疾病中各种分子间的调控关系，从而深入了解疾病的发生发展，找出特异的靶标以改进疾病治疗或诊断。
